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BOITES BIO ACTIVES POUR CULTURES CELLULAIRES 



La presente invention a pour objet des boites bioactives pour cultures cellulaires, 
5 et leurs utilisations pour la mise en CBUvre de precedes d' etude du vieillissement 

cellulaire, de la differenciation cellulaire, et de Tapoptose, de procedes de criblage de 
molecules anti-9.ge, de procedes de criblage de molecules antitumoralesj de methodes de 
diagnostic in vitro de la malignite de cellules tuxnorales et done de methodes de 
pronostic in vitro de tumeurs, ou de procedes d'etudes concemant des recherches sur la 
10 signalisation regulant la morphologie, la bioadhesion, la proliferation cellulaires et la 

communication intercellulaire. 

Les travaijx des Inventeurs ont initialement porte sur Tutilisation de membranes de 
cuprophane qui etaient plaquees sur le fond des boites de P6tri, puis ont teste les 
revStements PVP (polyvinylpyrrolidone), HEC (hydroxyethylcellulose), HPMC 
15 (hydroxypropylmethylcellulose), et CMC (carboxymethylcellulose). Les avantages et 

inconvenients de ces diff6rents materiaux sont resumes ci-apr6s. 

1) la membrane de cuprophane 

Principales caracteristiques : 

- Stabilite : 48 lieures 

20 - Morphologic cellulaii-e agregee (formation d'agi^egats cellulaires) et/ou 

arrondie 

" Convient aux etudes de signalisation cellulaire a 45, 90 et 180 minutes 
(Faucfaeux et al, 1998, 1999, 2000, 2001, et 2002, et Duval et al., 1999) 

- Proliferation cellulaire reduite 

25 - Inductrice d'apoptose (notamment sur fibroblastes Swiss 3T3) 

Principaux inconvenients : 

- difficile a utiliser (plis), 

- impossibilite de transfert industriel, 

- n'est plus fabriquee commercialement. 
30 2) revStement de PVP 

Principales caracteristiques : 

- Morphologie cellulaire etalee (resultats identiques a ceux obtenus sur le 
temoin polystyrene (PS)) 

Ce revetement est done inutilisable. 
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3) revetement de HEC 
Principales caracteristiques : 

- Stabilite 48 heures 

- Morphologie cellulaire agregee 

- Proliferation cellulaii'e legerement reduite 
Principaux inconvenients : 

- difficulte de mise en oeuvre pour avoir un dep6t regiilier sur le support 

4) revetement de I-IPMC 
Principales caracteristiques : 

- Stabilite : 48 heiu^es 

- Morphologie cellulaire agregee 

- Proliferation cellulaire reduite 

- Pvev&tement bien couvrant homogfene et facile a mettre en oeuvre 

- Revetement utilisable pour I'injection de cellules agr6gees a 90 minutes 
(cuprophane defavorable en raison de plis) ; ex : etude de la fonctionnalite de jonctions 
comniunicantes par Finjeclion de jaune de lucifer. 

Son principal inconY6ment reside dans le fait qu'il ne peimet pas I'activation des 
cellules au dela de quelqaes heures. 

5) revStement de CMC 
Principales caracteristiques : 

- Stabilite : 48 heures et plus 

- Morphologie cellulaire agregee et/ou arrondie 
~ Proliferation cellulaire reduite. 

Inconvenient: recouvrement incomplet du support : ,un anneau de PS reste 
accessible aux cellules a la peripherie (mise en ceuvre assez difficile, peu 
itidustrialisable). 

La presente invention decoule de la mise en evidence par les Inventeurs du fait 
que la bi-couche HPMC (ou alcool polyvinylique CPVA))-CMC permet de pallier aux 
inconvenients des revStements etudies ci-dessus. 

Les avantages de la bicouche CMC ou PVA sur HPMC sont les suivants: 

- Revetement parfaitement couvrant et facile a fabriquer 

- Stabilite : au moins 5 jours 
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- Morphologie cellulaire agregee (fibroblastes Swiss 3T3, L929, melanomes, 
lignee d'osteoblastes-like MC 3T3 E14 et MC 3T3 El 24) ou arrondie (fibroblastes 
humains) 

- Proliferation cellulaire r6dtdte (melanomes B16C3, B16F0, B16F10), MC 
3T3, fibroblastes murins Swiss 3T3 et L 929. 

- DifKrenciation des cellules t6moignee par la synthese de melanine et une 
activite tyrosinase augmentee pour les 3 lignees de melanomes 

- Apoptose induite a 24 et 48 heures : activite caspase 3 augment6e (3 lign6es 

de melanomes) 

La pr6sente invention a pour objet des boites bioactives pour cultures cellulaires 
comportant sur leur fond une bicoucke comprenant une couche primaire interne 
d'hydroxypropylmethylcellulose (HPMC), ou d'alcool polyvinylique (PVA), en contact 
avec le fond des boites, et une couche bioactive exteme de carboxymethylcelMose 
situ6e sur ladite couche interne. 

Les bottes bioactives susmentiotm6es de I'invention sont davantage caract6risees 
en ce qu'elles se pr6sentent sous forme de boltes de p6tri, telles que les bottes de p6tri 
en polystyrene d'origine commerciale, ou sous forme de plaques a puits multiples, au 
fond desquels se situe la bicouche. 

Avantageusement, les boltes bioactives susmentionn6es de I'invention sont 
caracterisees en ce que les epaisseurs de la couche interne de HPMC ou de PVA, et de 
la couche externe de CMC, sont de quelques microns, notamment d'environ 1 k 5 



microns. 



L'invention conceme 6galement un procede de preparation de boites bioactives 
telles que definies ci-dessus, caracteris6 en ce qu'il comprend ; 

- une etape d'activation de la surface du fond des boites par des decharges 

electromagnetiques, 

- le dep6t de la couche interne de HPMC sur le fond des boites, puis sechage, 

- le d6p5t de la couche bioactive exteme sur la couche primaire sechee obtenue a 
r etape precedente, puis s6chage. 

L'invention a 6galement pour objet I'utilisation de boltes bioactives telles que 

definies ci-dessus, pour la mise en ceuvre : 

- de precedes d' etude du vieiUissement cellulaire, de la diff6renciation cellulaire, 

et de r apoptose, 
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- de precedes de criblage de molecules anti-age destinies a prevenir et retarder les 
effets du vieillissement, 

- de precedes de criblage de molecules antitumorales destinees au traitement des 
cancers (recherche d'un effet potential isateur, ou cumulatif par rapport h I'effet 
inducteur du revetement), 

- de methodes de diagnostic m vitro de la malignite de cellules tumorales par 
mesure de la capacite residuelle de cellules cancereuses a se differencier, et a entrer en 
apoptose et done de methodes de pronostic in vitro de tumeurs, 

- ou de precedes d'etudes concemant des recherches sur la signalisation regulant 
la moipbologie, la bioadhesion, la proliferation celluiaires et la communication 
intercellulaire. 

L'invention a plus particulierement pour objet un proc.6d6 d'etude du 
vieillissement cellulaire, de la diffSrenciation ceUulaire, et de Fapoptose, cai-acterise en 
ce qu'il comprend : 

- une etape de mise en culture des cellules a etudier sur les bottes d6finies ci- 
dessus, 

- Tobservation des cellules par microscope pour etudier leur morphologie, 

- et/ou la detection, voire la quantification, d'une differenciation cellulaire, par 
mesure de la proliferation cellulaire, des proteines synthetisees, des marqueurs 
membranaires specifiques exprimes, 

- et/ou la detection, voire la quantification, de I'apoptose des cellules, par mesure 
de la viabilite (test d'exclusion au bleu trypan), de I'activation des caspases (methodes 
fluorometriques ou colorimetriques, western blotting), de la fragmentation de la 
cln-omatine (essai TUNEL), ou de la formation de corps a^optotiques (coloration de 
Hoechst). 

L'invention a egalement pour objet un proc6d6 de criblage de molecules anti-age 
destinees k prevenir et retai'der les effets du vieillissement, caracterise en ce qu'il 
comprend : 

- une 6tape de mise en culture de cellules, telles que des fibroblastes, en presence 
des molecules anti-age k 6tudier, sur les boites de culture d6finies ci-dessus, 

- I'observation des cellules par microscope pour 6tudier leur morphologie, 

- et/ou la detection, voire la quantification, de la proliferation, et de syntheses, 
notamment de prot6ines cellul^res telles que le collageue, 
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- et la comparaison avec les observations et resultats obtenus sur des cultures de 
cellules utilisees en tant que temoins, lesdites cultures temoins etant effectuees par mise 
en culture desdites cellules en T absence desdites molecules anti-age a etudier, sur les 
boites defmies ci-dessus. 

5 LHnvention conceme egaleinent iin precede de criblage de molecules 

antitumorales destinees an traitement des cancers^ caracterise en ce qu'il comprend : 

- une etape de mise en culture de cellules, telles que des cellules de melanome 
animales ou humaines, en presence des molecules antitumorales a etudier, sur les boites 
de culture definies ci-dessus, 

10 - Tobservation des cellules par microscope pour 6tudier leur morphologic et leur 

diff6renciation (melanogenese), 

- et/ou la detection, voire la quantification, de leur proliferation, differenciattoii 
(detection de synthese de melanine et activite tyrosinase, synthase de jSbronectine, de 
I'expression de marqueurs tumoraux conmie MelCam^ Texpression de cadherines, (mise 

15 en 6vidence par western blotting par ex.) et de Tapoptose (etude des activites caspases 

par spectrofluorom6trie, western blotting par ex. et autres m6thodes telles que TUNEL, 
coloration de Hoechst. . .) 

- et la comparaison avec les observations et resultats obtenus sur des cultures de 
cellules utilisees en tant que temoins, lesdites cultures temoins etant effectuees pai^ mise 

20 en culture desdites cellules en Tabsence desdites molecules antitumorales a etudier, sur 

les boites de culture definies ci-dessus. 

L'invention a egalement poui* objet une methode de diagnostic in vitro de la 
malignite de cellules tumorales par mesure de la capacite residuelle de cellules 
cancereuses a se differencier, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

25 - une etape de mise en culture de cellules cancereuses, telles que des cellules de 

melanomes humains obtenues a partir de biopsies, sur les boites de culture definies ci- 
dessus, 

- I'observation des cellules par microscope pour etudier lem- morphologic et 
differenciation, et/ou la detection, voire la quantification, de leur proliferation (detection 

30 de syntiiese de melanine intracellulaire selon la technique decrite par De Pauw-Gillet et 

al {Anticancer Research 1990, 10, 391-96), d*activite tjarosinase (m6tliode de dosage 
utilisee decrite par Steinberg et al {J Cell Physiol 1976, 87, 265-76), de fibronectine, 
(immimocytochimie, RT-PCR)), de leur viabilite, et de Papoptose, 
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L'invention conceme egalement FappHcation de la methode de diagnostic 
susmentionnee au pronostic in vitro de tumeurs. 

L'invention a egalement pour objet des precedes d'etudes concemant des 
recherches de signalisation cellulaire (voies de I'AMPc et des MAPK en pai-ticulier), sur 
la morphologie, la bioadh&ion (par rapport a r6tat d'activation ou d'inactivation des 
integi-ines), la proliferation, la communication intercellulaire (detection de cadherines, 
connexines, integrines), a partir de techniques diverses telles que observations 
microscopiques, western blotting, RT-PCR, cytometrie en flux, immunomarquages, 
injection de jaune de lucifer dans les agregats, lesdits precedes elaut effectues par mise 
en culture des cellules a etudier sur des boites de culture d6flnies ci-dessus, observation 
et raesure des ev^nements susmentlonnes. 

L'invention sera davantage iUustree a I'aide de la description d6taillee qui suit 
d'un precede d'obtention d'une boite de culture comportant une bicouche telle que 
definie ci-dessus selon Tinvention, ainsi que de leur utilisation dans le cadre de la mise ■ 
en culture de cellules. 

I) Description esp6rimentale de realisation des revgtements de boites de petri 

Les travaux sont efFectu6s avec des boites d'oiigine comnierciale, generalement en' • 
polystyrene. EUes peuvent etre de petite, moyenne ou grande taiUe. Ce peut egalement 
dtre des systemes a puits multiples 

Les travaux ont ete effectues avec des boites en provenance de Greiner® Bio one. 

Les boxtes sont utilis6es en I'etat (pas de lavage qui risque de polluer ou alterer 
I'etat de surface). 

Les traitements s'effectuent en plusieurs etapes lesquelles sont effectu6es en 
milieu "salle propre ou salle blanche". 

1) activation de surface pai- des d6charges 61ectromagnetiques, (plasma, 
decharges couronnes). 

Par exemple par plasma on utilise un syst^me RF 13,56 MHz, avec un reacteur 
d'environ 20 litres de capacite. On procfede la fa^on suivante : 

Les objets sont places h. Tinterieur du r6acteur, puis on applique le vide (jusqu'a 
environ 1 Pa), puis on fait rentrer du gaz, par exemple de I'oxygene jusqu'a une pression 
partielle de 5 a 10 Pa. La decharge electromagnetique est allumee et maintenue (c'est 
automatique) a une certaine puissance (par exemple SOW) et pendant 5 minutes. 
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A Tissue de ce temps les boites sont recuperees. L'efficacite du traitement est 
appr6ci6e par mesure du mouillage avec le test de la goutte d'eau (I'angle de contact est 

mferieur^25°). 

2) depdt d'une couche (primaire) 
Dans les minutes suivant Vactivation de surfece on depose une couche polym^e 
HPMC E4M a partir solution d'une solution aqueuse , que I'on aura d6gaz^e pour 
chasser I'air dissout, a 0,2%/eppi. Les boites sont remplies puis videes apres quelques 
instants, mises a egoutter en milieu acre puis sechees en etuve ventilee a 50°C pendant 
Iheure environ. 

L'efficacite du traitement est appreciee par mesure du mouillage avec le test de la 
goutte d'eau : I'angle de contact est de I'ordre de 50a 60° 
3) D6p6t d'une couche bioactive 

La deuxifeme une couche polymere CMC 7LF est d6posee comme pr6cedemment 
a partix d'vme solution aqueuse (eau ppi) prealablement ddgazee, et a une concentration 
de0,2%. 

Aprfes 6gouttage et sechage k 50°C les bottes sont emballees soit individuellement 
soit par lot de 10 et sous un courant d'azote. 

Pour le controle qualite Tefficacite du traitement est appreci6e par mesure du 
mouillage avec le test de la goutte d'eau : I'angle de contact est de I'ordre de 40 k 45° 

II) ASPECTS BIOLOGIQUES 

1) Preparation des boites enduites de cellulose 

Avant utiHsation , les bottes enduites de cellulose sont traitees pendant 1 heure a T 
du laboratoire avec ime solution d'antibiotiques (peniciUine, streptomycine) a 1% en eau 
ultra-pure. EUes sont ensuite rincees 3 fois a 1' eau ultra-pure. 

R6cemment, les solutions d'HPMC et de CMC ont 6te filtr6es st6rilement avant 
d'Stre utilisees pour I'enduction. Les boites ont alors seulement 6t6 soumises a un bain 
d'eau ultra-pure pendant 1 heure a T du laboratoire avant d'Stre ensemenc6es avec les 
cellules. 
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2) Caract6risation biologique du rev§tement 

Apres le traitement habituel suivi d'l heure d'incubation a 37°C en presence d'une 
solution de fibronectine (Fn) humaine ou bovine a uiie concentotion de 3 ng/cra^ et 3 
lavages en eau ultra-pure, les boites sent ensemencees avec des cellules et la 
morphoiogie des ces demieres est observee apres 3 heures. L'absence d'etalement 
cellulaire indique l'absence d'adsorption de Fn par la surface cellulosique. 

Cette obsen^ation est confinnee par l'absence de marquage positif si, apres avoir 
etc incubee avec du. senmi, ou avec des cellules de uielationie secretaiit de la Fn, laboite 
enduite de cellulose est soiunise a un immunomarquage indirect (anticorps primairc de 
lapin reagissant avec la Fn bovine ct la Fn murine , anlicoips secondati'e de chevre anti- 
lapin couple a la rhodamine). Dans les monies situations, un resultat positif est obtenu 
avec le controle PS. 



3) Effet inductettr sur leg c ellules adh^rentes ; controle polystyrene (PS\ p our 
culture de cellules 

Les cellules sont cultiv6es en milieu supplements par 10% de semm de veau foetal 
, 1% de L-Glutamine et 0.5% d'antibiotiques (penicilline, streptomycine). 

-a-morphologie cellulaire : observee au microscope inverse en contraste de 
phase, ou au microscope electronique environnemental (ESEM). 

cellules arrondies et agregees (etalees sur PS) : lign^es murines : fibroblastes 
Swiss 3T3, L929. M61anomes B16 C3, B16 FO, B16 FIG, osteoblastes (ost6osarcomes) 
MC 3T3 El sous clones 4 et 24, cellules primaires de m6tastases de melanomes B16F10 
induites chez la souris C57 Black 6. 



L'agregation des cellules de melanomes B16 est dependante du calcium : en 
l'absence de Ca-^(milieu sans s6rum, monencine, tetrandrine), le pourcentage de cellules 
isol6es est tres significativement augmente pour les 3 lignees apres 1 et 3 heures. 



-b-proliferation : 10 000 cellules sont ensemencees par cm^. Les cellules sont 
comptees (hemocytometre de Malassez) apres 24 et 48 heures de culture. 
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A 24 heures, les diff6rences 6ventueUement obseryees entre le controle PS et le 
revdtement celMosique ne sont pas significatives. 

Par contra, a 48 hem-es, les cellules sur cellulose sont 2 fois moins nombreuses 

que celles sur PS. 

Ceci a ete verifi6 avec toutes les lign6es 6tudiees. 

n est a noter que les lignees B16 FO et B16 FIO proliferent plus sur cellulose que 
la lignee B16 C3, non metastatique. Le nombre de cellules B16 FO et FIO est mul1ipli6 
par 3 sur cellulose. U est multiplie par 6 sur PS, en presence ou en absence de MSH 10'' 
M melanm stimulating hormon xxtilisee comme deuxieme contrdle. Le nombre de 
cellules B16 C3 reste stable aprfes 48 heures sur cellulose, il est multiplie par 2 sur PS 
en presence comme en absence de MSH. 

-c-viabmt6 : test d'exclusion au bleu trypan 

Aprbs 48 heures de culture, la viability des cellules rondes et agr6g6es sur 
cellulose est inf6rieure a celle mesur^e sur PS (environ 94% sur cellulose et 99% sur 
PS). 

-d-syntheses : 

Proteines totales par cellule (dosage par la methode de Bradford, kit commercial) : 
les ligndes Swiss 3T3 et B16 montrent une synthese augmentee apres 48 heures sur 
• cellulose. Les autres hgnees n'ont pas ete etudiees. , 

Synthese de Fn : les cellules agr6gees sur ceUulose pr6sentent un marquage 
p6ripherique positif dhs 3 heures, augmente a 24 heures (immunomarquage indirect 
utilisant un anticoips primaire anti Fn de souris, non r^actif vis ^ vis de la Fn bovine). 
MSH favorise aussi une augmentation de synthese de Fn qui apparatt bien localisee au 
niveau des contacts cellulaires pour les trois lign6es de melanomes cultivees sur PS. 

Synthase de melanine intracellulaire : selon la technique d6crite par De Pauw- 
Gilletetal (Anticancer Research 1990, 10,391-96). 
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Une augmentation significative de la m61anine intracellulaire est observee apres 
48 heures pour las 3 ligii6es B16 agr6gees sur cellulose. L'effet inducteur du revetement 
celhilosique sur la synthese de m61anine est au raoins equivalent sinon superieur k celui 
obtenu avec MSH lO"'' M 

Ce r6sultat est complete et confirtne par une augmentation de I'activite tjaosinase 
dans les 3 lignees cultivees sur cellulose a 48 lieures. La nietliode de dosage utilisee est 
celle decrite par Steinberg et. al (J Cell. Physiol 1916, 87, 265-76). La encore, les 
resultats sont equivalents ou superieurs a ceux mesures en presence de MSH. 

-e-espression de proteines nnembran aires : rdcepteurs et marqueurs 

Par immunomarquages et western blotting, les cadh6rines N ont 6t6 6valuees. Les 
cellules agr^gees sur cellulose montrent une augmentation des cadh&ines N. Toutefois, 
une d6croissance des p-catenines (immunoprecipitation et western blotting) suggerent 
une perte de fonctionnalite des cadherines N exprim6es sur cellulose. 

Le marqueui- tuinoral Mel-Cam, observable a partir de cellules B16 FIO (western 
blots) cultivees 48 heures sur PS n'est plus exprime a la surface des cellules cultivees le 
mSme temps sur cellulose. 

-f-apoptose : determinee par mesure d'activite de la caspase 3 par fluorom6trie 
ou westem blotting, et methode TUNEL (kit commercial) 

L'activite caspase 3 est augments a 24 et 48 heures dans les cellules agr6gees sur 
cellulose. Ce resultat est confirme par I'essai TUNEL. Les cellules testdes sont : les 
fibroblastes Swiss 3T3 et les 3 lignees de raelanomes B16. Les autres lign6es et les 
cultures primaires de metastases induites par injection de ceUules B16 FIO chez la 
soiuis seront par la suite v^rifiees. 

Conclusions 



L'effet inducteur est un effet differenciant : cf paxugraphes b, d, et e, ci-dessus. 
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Le mat6riau a une efficacite 6gale ou sup6rieure a MSH 10' M, agent 
differenciant utilise comme controle dans les cultures sur PS. 

Le revetement est inducteur d'apoptose chez des cellules noraaales et cancereuses : 
cf paragraphes c, et f, ci-dessus. 

Essai de culture prolongee : 5 jours, realis6 avec des B16 C3. 

Resultats concluants : gros amas tres melaniques, maintien de I'etat agrege. 
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REVENDICATIONS 



1. Bottes bioactives pour cultures cellulaires comportant sur leur fond une 
bicouche coniprenant une couche primaire interne d'hydroxypropylmethylcellulose 
(HPMC), ou d'alcool poiyvmylique (PVA), en contact avec le fond des boites, et une 
couche bioactive exteme de carboxymetlaylcelMose situee sur ladite couche interne. 

2. Boites bioactives selon la revendication 1, caracterisees en ce qu'ellea se 
pr6sentent sous fomie de boites de petri, telles que les bottes de petri en polystyr&ie 
d'origine commerciale, ou sous forme de plaques k puits multiples, au fond desquels se 
situe la bicouche. 



3. Bottes bioactives selon la revendication 1 ou 2, caract6ris^es en ce que les 
6paisseurs de la couche interne de HPMC ou de PVA, et de la couche exteme de CMC, 
sont de quelques microns, notaiument d' environ 1 a 5 microns. 

4. Precede de preparation de boites bioactives selon I'une des revendications 1 a 
3, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une etape d' activation de la surface du fond des boites par des d6charges 
electromagnetiques, 

- le dep6t de la couclie interne de HPMC sur le fond des, boites, puis s6chage, 

- le depSt de la couche bioactive exteme sur la couche primaire s6ch6e obtenue k 
I'etape precedente, puis sechage. 

5. Utilisation de boites bioactives selon I'une des revendications 1 k 3, pour la 
raise en oeuvre : 

- de procedes d'etude du yieiUissement cellulaire, de la differenciation cellulaire, 
et de I'apoptose, 

- de procedes de criblage de molecules anti-age destinees a prevenir et retai-der les 
effets du vieillissement. 
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- de precedes de criblage de mol6cules antitumorales destinees au traitement des 



cancers. 



de methodes de diagnostic in vitro de la malignite de cellules tumorales par 
mesure de la capacite r6siduelle de cellules cancereuses a se differencier, et k entrer en 
apoptose et done de methodes de pronostic in vitro de tumeurs, 

- ou de precedes d'etudes concemant des recherches sur la signalisation r6gulant 
la morphologie, la bioadh^sion, la proliferation cellulaires et la commmication 
intercellulaire. 

6. Proc6d6 d'6tude du vieiliissement cellulaire, de la differenciation cellulaire, et 
de I'apoptose, caract6rise en ce qu'il comprend : 

-une 6tape de mise en cuiture des cellules k 6tudier sur les boites definies dans 

I'une des revendications 1 a 3, 

- I'observation des cellules par microscope pour etudier leur morphologie, 

- et/ou la detection, voire la quantification, d'une differenciation cellulaire, par 
mesure de la proliferation cellulaire, des proteines synthetisees, des marqueurs 
membranaires specifiques exprimes, 

- et/ou la detection, voire la quantification, de I'apoptose des cellules, par mesure 
de la viabilite, de I'activation des caspases, de la fragmentation de la chromatine ou de 
la formation de corps apoptotiques 

7. Precede de criblage de molecules anti-age destinees h prevenir et retarder les 
effets du vieiliissement, caracteris6 en ce qu'il comprend : 

- une 6tape de mise en culture de cellules, telles que des, fibroblastes, en presence 
des molecules anti-age k 6tudier, sur les boites de p6tri definies dans Tune des 

revendications 1 a 3, 

- I'observation des cellules par microscope pour 6tudier leur morphologie, 

- et/ou la detection, voire la quantification, de la proUf6ration et de syntheses, 

- et la comparaison avec les observations et r6sultats obtenus sur des cultures de 
cellules utiUsees en tant que tSmoins, lesdites cultui'es teraoins 6tant effectu6es par mise 
en culture desdites cellules en I'absence desdites mol6cules anti-age k 6tudier, sur les 
boites definies dans I'une des revendications 1 a 3. 
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8. Precede de criblage de molecules antitumorales destinees au traitement des 
cancers, caracterise en ce qu'il comprend : 

- ime etape de mise en culture de cellules, telles que des cellules de melanome 
animales ou humaines, en presence des mol6cules antitumorales a etudier, sur les boites 
definies dans Tune des revendications I k3, 

- I'observation des cellules par microscope pour etudier leur moiTphologie et leur 
differenciation, 

- et/ou la detection, voire la quantification, de leur proliferation, differenciation, et 

de Fapoptose, 

- et. la comparaison avec les obsen/ations et resultats obtenus sur des cultures da 
cellules utilisees en taut que temoins, lesdites cultures temoins etant effeotu6es par mise 
en culture desdites cellules en Faijsence desdites molecules antitumorales k 6tudier, sUr 
les boites definies dans Tune des revendications 1 i 3. 



9. Methode de diagnostic in vitro de la raalignite de ceUules tumorales par mesure 
de la capacite residuelle de cellules cancereuses k se differencier, caracleris6e en ce 
qu'elle comprend : 

- ime etape de mise en culture de cellules canc6reuses, telles que des cellules de 
m61anomes humains obtenues a partir de biopsies, sur lea boites de petri definies dans 
I'une des revendications 1^3, 

- I'obsenration des cellules par microscope pour etudier leur moiphologie et 
differenciation, et/ou la detection, voire la quantification, de leur proliferation, viabilite 
et de I'apoptose. 



10. Application de la methode de diagnostic selon la revendication 9, au pronostic 
in vitro de tumeurs. 




regue le 02/U4/U4 

EHEWET O'lmEPTiei 
GECTIFICAT O'UTILSTE 

Code de la propriete intelledtueile - Uvre Vl 




H° 11235*02 



DEPARTEWIENT DES BREVETS 
26 bis rue de Saint Petersbourg 
Sone fo'lroT 53 04 ™.cop.e : 01 42 94 86 54 



DESIGNATION D'lNVENTEURfS) Page N° A./ A. 
(Si le demandeur n'est pas I'inventeur ou I'unique inventeur) 



Get imprime est a remplir lisiblemeirt a I'encre noire 



DB113W/260899 



Vos references pour ce dossier 

ifuatltatif) 



ir D'EWREGJSTREWIENT MATIONAL 



IFB 03 CX cm ULTU 



03/13993 



TITRE DE L'INVEMTION (200 caracteres ou espaces maximunj) 

BOITES BIOACTIVES POUR CULTURES CELLULAIRES 



LE(S) Dg^J^^^fnONAL DE LA RECHERCHE SOENTISIQUE 

3, me Michel-Ange, F-75794 PARIS CEDEX 16, France, et 

ASSOCIATION POUR LES TRANSFERTS DE TECHNOLOGIES DU MANS 
20, rae Tbales de Mflet, Technopole Universite, F-72000 LE MANS, France 



UNIVERSITE DE TECHNOLOGIE DE C01VIPIEGI«E 
Rue Roger Couttolenc, F-60200 COMPTEGNE. France 



Nom 



Prenoms 



Adresse 



Rue 



Code postal et vllle 



Societe d'appanemnce /fa^^'Mif) 
Nom 



Prenoms 



Adresse 



Rue 



Code postal et viile 



Societe d'appartenance (fiicuitatif) 



Nom 



Prenoms 



Adresse 



Rue 



Code postal et ville 



NAGEL 



Marie-Danielle 



13, allee Saint Exupery 



5145b BETHENY 



LEGEAY 
- Gilbert 



12, rue de Feglise 
7265d SAINT SATURNIN 



ALL 



Societe d ' a ppartena nc e {facidlatif) 



DATE ET SSGNATURE(S) 
DU (DES) DEMANDEUR(S) 
OU DU IVIANDATAIRE 
(Nom et quallte du signataire) 



Paris, ler'ayril 2004 

Charles Demachy - Maiidataire 
422.5/PP170 




La~ n<^78-17 du 6 janvlerl97iTS^^ '''^''"^"'fn? ' 

Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de I INPI. • 



FR 04 3031 



